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Zoological Research 


家 乔 抗 菌 肽 对 癌 细 胞 的 杀伤 作用 
及 其 超 微 结构 的 观察 


WA XX Aux 
(南京 师范 大 学 生物 系 ”210097) 


摘要 ”从 家 甜 旺 血 淋 巴 中 分 离 纯化 的 抗菌 肽 5 组 分 对 体外 培养 的 癌 细 胞 有 选择 性 杀伤 作 
用 ， 而 对 正常 人 B 淋巴 细胞 无 不 良 影响 。 抗 菌 肽 与 巨 咽 细胞 淋巴 瘤 细胞 U937 体外 培养 一 段 时 间 
后 ， 用 扫描 和 透射 电镜 观察 细胞 膜 和 细胞 器 的 变化 ， 发 现 细胞 膜 和 核 被 膜 局 部 溶解 ， 线 粒 体 肿 
胀 、 发 空 ， 胞 内 物质 大 量 外 泄 ， 从 而 导致 细胞 死亡 。 


关键 词 ”抗菌 肽 ， 癌 细胞 ， 超 微 结 构 


昆虫 与 高 等 动物 不 同 ， 它 们 具有 独特 的 防御 体系 ， 即 高 效 的 无 细胞 免疫 系统 。 昆 虫 被 
细菌 感染 后 ， 可 引起 非特 异性 的 免疫 应 答 反 应 ， 产 生 一 系列 抗菌 物质 ， 其 中 最 重要 的 物质 
之 一 就 是 抗菌 肽 (Boman 等 ，1987)。 它 具有 分 子 量 小 、 热 稳定 、 水 溶性 好 、 无 抗原 性 、 
抗菌 谱 广 及 材料 来 源 丰富 等 特点 。Jaynes (19900 首次 报道 抗菌 肽 对 肿瘤 细胞 有 杀伤 作 
用 。 名 取 俊 二 教授 (1986) 从 麻 蝇 幼虫 中 分 离 到 两 种 抗菌 及 ， 能 促使 小 鼠 巨 鸣 细 胞 及 异型 
核 细胞 对 癌 细 胞 的 攻击 作用 ， 又 能 使 细胞 产生 干扰 素 并 使 肿瘤 坏死 因子 活化 。 戴 祝 英 等 
(1989) 报道 家 虱 抗 菌 肽 及 免疫 血 淋 巴 对 B4 转化 细胞 有 明显 的 杀伤 作用 ， 使 之 不 能 贴 壁 
和 正常 生长 。 郭 玉 梅 等 (1995) 用 透射 电镜 观察 到 抗菌 肽 对 K562 细胞 有 明显 的 杀伤 作 
用 。 本 文 报道 了 抗菌 肽 对 培养 的 癌 细 胞 有 明显 的 杀伤 作用 ， 对 正常 人 B 淋巴 细胞 无 不 良 
影响 。 同 时 用 扫描 电 镜 和 透射 电镜 观察 了 抗菌 肘 作 用 后 癌 细胞 超 微 结构 的 变化 ， 并 初步 探 
讨 其 作用 机 理 。 


”1 材料 和 方法 


11 材料 | 

XE DUK AURA mE, BHALUDUESUS (1988) 方法 。 癌 细胞 株 ，U937 
( 巨 噬 细 胞 淋巴 瘤 )、 玫 562 (人 艇 样 白血病 细胞 ) 、S180 CELA ARD. Hep-2 Ol 
HR) 和 Hela (宫颈 癌 细 胞 ) 由 南京 大 学 徐 贤 秀 教授 提供 。 正 常人 BL 细胞 CB 淋巴 细 
胞 ) 购 自 南京 市 中 心血 库 。MTT 为 Sigma 公司 产品 。 小 牛 血清 为 杭州 四 季 青 生物 工程 材 
料 研究 所 生产 。1640 fl DMEM 为 GI BCO BRL 产品 。 


* 国家 自然 科学 基金 资助 项 目 ， 国 家 教育 委员 会 留学 回国 人 员 资 助 费 支持 项 目 
本 文 1996 年 3 月 11 日 收 到 ， 则 年 7 月 8 中 修 回 
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L2 方法 

1.2.1 MTT 法 测定 抗菌 肽 对 癌 细 胞 的 杀伤 作用 “将 培养 至 对 数 生长 期 的 癌 细 胞 U937， 
用 新 鲜 培 养 液 (10%FBS) 稀释 成 活 细胞 数 为 0.5 一 1 x 105 个 /ml， 接 种 到 96 孔 培 养 板 
上 ， 每 孔 100 Jl， 培 养 至 细胞 数 为 105 个 / ml。 将 纯化 的 抗菌 肽 用 培养 液 分 别 配 成 10、 
、0.1、0.01、0.001、0.0001 ug/ Ul， 各 取 25 hl 分 别 加 入 癌 细 胞 培养 孔 中 ， 阴 性 对 照 加 
25 Ll 培养 液 ， 每 组 重复 6 个 孔 ， 置 37C，5%CO, 分 别 培养 12、24、36、48 ho 将 培养 
至 对 数 生长 期 的 瘤 细胞 KK562、S180、Hep-2 和 Hela 用 新 鲜 培 养 液 (10%FBS) 稀释 成 
活 细胞 为 0.5 一 1 x 10: 个 / ml， 接 种 到 96 和 孔 培养 板 上 ， 每 孔 100 ul, $3 E Hn CS 10$ 
个 /ml。 将 纯化 的 抗菌 肽 用 培养 液 分 别 配 成 1 ug / nl, € HC 25 由 分 别 加 入 况 细 胞 培养 各 
孔 中 ， 阴 性 对 照 加 25 hl 培养 液 ， 每 组 重复 6 个 孔 ， 置 37C，5%CO,， 分 别 培养 24、 
. 36、48 h， 加 入 MTT， 继 续 培养 4h 后 ， 吸 去 培养 液 ， 加 入 0.04 mol/ L Bj HCI- 异 两 醇 
150 Ll， 使 结晶 完全 溶解 ， 用 BIO-RAD MODEL 3550 型 自动 酶 标 检测 仪 在 570 nm 或 
570 nm、630 nm 双 波 长 测定 OD 值 。 按 下 列 公式 计算 细胞 死亡 率 ; 

细胞 死亡 率 (96) = (1-a/ D x100% —— 
a 为 实验 组 OD 值 ，5b 为 对 照 组 OD 值 。 

1.2.2. MTT 法 测定 抗菌 肽 对 正常 人 B 淋巴 细胞 的 作用 “将 从 正常 人 血液 中 分 离 的 B 淋巴 
细胞 培养 1 一 2 天 ， 用 新 鲜 培 养 液 (10%FBS) 配 成 活 细 胞 数 为 1 x 105 个 / ml， 接种 到 
96 和 孔 培养 板 上 ， 每 孔 100 由， 加 入 25 局 用 培养 液 配 成 10 kg /由 的 抗菌 肽 ， 阴 性 对 照 加 
25 u 培养 液 ， 重 复 6 个 孔 。 置 37C，5%CO, 培养 48 h， 下 同 1.2.1。 

1.2.3 抗菌 肽 对 正常 人 B 淋巴 细胞 超 微 结构 的 影响 和 对 U937 细胞 的 杀伤 作用 ”将 从 正 
常人 血液 中 分 离 的 B 淋巴 细胞 培养 1 一 2 天 ， 用 新 鲜 培 养 液 (10%FBS) 配 成 活 细胞 数 为 
1x105 个 /ml， 接 种 到 96 孔 培 养 板 上 ， 每 孔 100 ul, 3E U937 细胞 至 对 数 生长 期 ， 用 
新 鲜 培 养 液 配 成 活 细胞 数 为 0.5—1 x 105 个 / ml， 接种 到 96 孔 培 养 板 上 ， 每 孔 100 Hl, 
培养 至 细胞 数 为 10 个 / ml。. 将 抗菌 肽 用 培养 液 配 成 10 pg / ul, Wt 25 由 分 别 加 入 培养 
的 细胞 中 ， 阴 性 对 照 加 25 jl 培养 液 ， 每 组 重复 6 个 孔 ， 置 37C ，5%CO, 分 别 培养 
U937 细胞 至 24 和 36 hb， 正常 人 B 淋巴 细胞 48 h。1000 rv min 离心 10 min， 弈 上 清 
液 ， 加 入 20% 戊 二 醛 国定 ， 用 0.1 mol/ L 磷酸 缓冲 液 换洗 3 次 ，1% 四 氧化 铁 固 定 2 h， 
清洗 ，、 常 规 梯度 脱水 ， 置 换 ， 临 界 点 干燥 ， 离 子 溅 射 度 膜 ， 用 日 本 明石 SX-40 型 扫描 电 
镜 观 察 。 

1.2.4 透射 电镜 观察 抗菌 肽 对 U937 的 杀伤 作用 ”细胞 前 处 理 同 1 2. 3, 0.1 mol/ L 磷酸 
缓冲 液 换洗 3 次 后 ， 用 1% 的 四 氧化 铁 固 定 2 h， 按 常规 方法 丙酮 逐 级 脱水 ， 丙 酮 加 Epon 
812 逐 级 渗透 ，Epon 812 环 氧 树脂 原 位 包 埋 。LKB 超 薄 切片 机 切片 ， 醋 酸 双 氧 铀 和 柠檬 
酸 铅 染色 。 用 日 立 H-600-2 型 透射 电镜 观察 。 


2 结果 


2.1 抗菌 肽 对 瘤 细 胞 的 杀伤 作用 
我 们 用 MTT 法 测定 了 不 同 浓度 抗菌 肽 对 同 种 痪 细胞 不 同时 间 的 杀伤 效果 ， 并 比较 了 
相同 浓度 抗菌 肽 对 不 同 癌 细 胞 的 杀伤 效果 。 结 果 见 天 1 和 表 2。 
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表 1 抗菌 肽 对 癌 细 胞 U937 的 杀伤 作用 
Tab.1 Killing action of antibacterial peptide on U937 cell in vitro 


浓度 ug / ul) 

时 间 (h) 10 1 0.1 0.01 0.001 0.0001 

12 细胞 死亡 率 (%) 3.364 5.064 2.242 0 0 3.224 
敏感 程度 = - - - - - 

24 细胞 死亡 率 (%) 21.04 18.44 3.419 4.387 5.372 4.888 
敏感 程度 - - - - - - 

36 细胞 死亡 率 (%) 75.18 77.95 72.97 72.05 38.75 30.44 
敏感 程度 十 + 二 十 上 十 + 十 十 

48 细胞 死亡 率 (%) 68.75 76.25 65.21 72.30 41.46 37.29 
敏感 程度 二 二 十 十 二 十 十 


注 ， 细 胞 死亡 率 大 于 60% 为 敏感 细胞 (++)，30% 一 60% 为 中 等 敏感 细胞 (+)， 小 于 30% 为 不 敏感 细胞 (一 )。 


X2 抗菌 肽 浓度 为 11g / kl 时 对 6 种 癌 细 胞 杀伤 作用 比较 
Tab.2 Comparison of ABP's killing action on six kinds of cancer cell strains 





时 间 (h) 

24 36 38 : 

痛 细 胞 株 细胞 死亡 率 (%) 全 

U937 18.44 71395 76.25 in 
K562 23.6 52.47 48.73 
S180 — 10.78 28.27 
Hela s 18.49 2241 
Hep-2 = 25.74 


由 表 1 可 知 ， 抗 菌 肽 对 癌 细 胞 U937 作用 36 h 后 有 明显 的 杀伤 作用 ， 其 癌 细 胞 死亡 
率 最 高 达 77.9%。 抗 菌 肽 的 浓度 为 1 ug / uL 抑 癌 作用 最 好 ， 用 量 也 最 低 。 表 2 说 明 抗 菌 
肽 浓度 为 1 ug / pl IOS. 5 种 冶 细 胞 均 有 明显 的 杀伤 作用 ， 对 U937 f K562 两 种 痛 细 胞 作 
用 时 间 短 ， 杀 伤 作用 强 ，36 h 两 种 细胞 死亡 率 高 达 50% 以 上 。 对 其 他 3 种 癌 细 胞 杀伤 作 
用 较 弱 ， 所 需 时 间 长 短 各 有 不 
同 ， 说 明 抗 菌 肽 对 不 同 癌 细 胞 的 


敏感 度 不 同 。 n 
22 抗菌 肽 对 正常 人 了 淋巴 细 0. 80 AE 
胞 的 作用 BERE Control 


我 们 用 MTT 法 对 正常 人 B 
淋巴 细胞 也 进行 了 测定 。 结 果 见 0. 40 
图 1。 加 入 抗菌 肽 48h 后 ， 测 定 
的 正常 人 B 淋巴 细胞 OD 值 明 Ham 
显 比 对 照 组 高 ， 说 明 抗 菌 肽 对 正 BL — (4562 — 83 





"m idle Hep-2 
常人 B 淋巴 细胞 无 不 良 影响 ， ， 
可 能 能 促进 其 生长 。 而 加 入 抗菌 ” Bl 抗菌 肽 作用 于 正常 人 B 淋 
肽 的 癌 细 胞 ， 测 定 其 OD 值 均 明 巴 细胞 和 疡 细胞 48 h 后 的 结果 比较 
显 小 于 对 照 组 。 说 明 抗 菌 肽 对 这 Fig.1 Comparison of ABP's killing action on nomal 


5 种 癌 细 胞 均 有 杀伤 作用 。 < B-leukocyte and cancer cells 48 hours later 

















图 2 抗菌 肽 作用 于 正常 人 B 淋巴 细胞 和 U937 细胞 的 扫描 电镜 观察 
Fig.2 Scanning electron microsoopical observation on BL cells and U937 cells 

A. 未 经 抗菌 肽 作用 的 正常 人 B 淋巴 细胞 ， 细 胞 形态 完整 ， 表 面 带 有 长 而 多 的 微 究 (untreated, showing normal plasma 
membrane)。 SEM x 10 000 

B. 抗 菌 肽 作用 48 h 后 的 正常 人 B 淋巴 细胞 ， 与 对 照 组 相 比 细胞 形态 无 明显 变化 Ctreated with ABP 48 h later, the BL 
cell is the same as the control)。 SEM x 15 000 

C. 未 经 抗菌 肽 作用 的 U937 细胞 ， 细 胞 膜 表 面 布 满 微 绒毛 ， 无 孔洞 无 雏 缩 现象 ， 细 胞 呈 圆 球状， 细胞 膜 结构 完整 
(untreated, showing microvillus and normal plasma membrane), SEM x 6000 

D. 抗 菌 肽 作用 24 h 后 的 U937 细胞 ， 细 了 胸膜 表面 的 微 绒毛 消失 ， 膜 表面 出 现 大 小 不 等 的 孔洞 (treated with ABP 24 h 
later, the microvillus disappeared and there were different holes on the cell's surface), SEM x 10000 


E.SLE IK TE HI 36 h 后 的 U937 细胞 ， 细 胞 膜 上 上 的 孔洞 明显 增多 增 大 (treated with ABP 36 h later, the holes on the 
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plasma membrane became bigger and bigger), SEM x 10000 

F. 抗 菌 肽 作用 36 h 后 的 U937 细胞 ， 细 胞 膜 部 分 溶解 ， 细 胞 内 容 物 溢出 胞 外 ， 整 个 细胞 破碎 崩 解 〈treated with ABP 
36 h later, plasma membrane disappeared and the content of the cell leaked out, the cell broke into pieces 
SEM x 10000 





图 3 抗菌 肽 对 U937 细胞 杀伤 作用 的 透射 电镜 观察 
Fig.3 Transmission electron microscopical observation on U937 cell 
A. 未 经 抗菌 肘 处 理 的 U937 细胞 ， 细 胞 膜 完整 ， 表 面 可 见 微 绒毛， 细胞 器 结构 完整 ， 胞 质 内 线粒体 未 见 破坏 ， 核 被 腊 
完整 (untreated U937 cell, showing nomal structure)。TEM x 4000 
B. 抗 苗 肽 作用 24 h 后 ， 细 胞 之 间 连 接 紧 密 ， 细 胞 膜 破损 ， 核 被 膜 部 分 溶解 〈treated with ABP 24 h later, the plasma 


membrane and nuclear envelope were damaged). TEM x 6000 

C. 抗 菌 肽 作用 24 h 5, SUBLS DK, Ros, WEE (treated with ABP 24 h later, the mitochondrion was s dole; 
TEM x 10000 

D.PLBEEKIERI 36 h 后 ， 细 胞 膜 界 限 模糊 ， 有 破损 ， 细 胞 内 容 物 谥 出 ， 核 被 膜 消 失 〈treated with ABP 36 h later, the 
damaged plasma cipis couldn't be seen clearly, the content of the cell leaked out and the nuclear envelope 
disappeared), TEM x 12000 


2.3 抗菌 肽 对 正常 人 B 淋巴 细胞 超 微 结构 的 影响 和 对 U937 细胞 的 杀伤 作用 
抗菌 肽 作用 于 正常 人 B 淋巴 细胞 和 U937 细胞 的 扫描 电镜 观察 结果 见 图 2。 图 2A 为 
未 经 抗菌 肽 作用 的 正常 人 B 淋巴 细胞 ， 细 胞 形态 完整 ， 细胞 膜 表面 带 有 长 而 多 的 微 突 。 
图 2B 为 抗菌 肽 作用 48 bh 后 的 正常 人 B 淋巴 细胞 ， 与 对 照 组 相 比 细胞 形态 无 明显 变化 ， 
说 明 抗 菌 肽 对 正常 人 B 淋巴 细胞 无 不 良 影响 。 图 2C 为 未 经 抗菌 肽 作用 的 U937 细胞 ， 细 
胞 膜 表面 布 满 微 绒毛 ， 无 孔洞 。 细 胞 呈 圆 球状， 细胞 膜 结构 完整 。 图 2D 为 经 抗菌 肽 处 理 
24 h 后 的 U937 细胞 ， 细 胞 表面 的 微 绒毛 消失 ， 膜 表面 布 满 了 不 规则 的 细小 孔洞 。 图 2E 
和 下 为 作用 36 bh 后 的 U937 细胞 ， 细 胞 膜 上 的 孔洞 明显 增多 增 大 。 细 胞 结构 发 生 明 显 变 
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化 ， 细 胞 膜 局 部 溶解 ， 结 构 不 完整 ， 细 胞 器 等 内 容 物 溢出 胞 外 ， 细 胞 形态 不 完整 ， 整 个 细 
胞 呈 破 碎 状 。 
24 抗菌 肽 对 U937 细胞 杀伤 作用 的 透射 电镜 观察 

抗菌 肽 作用 于 U937 细胞 不 同时 间 后 的 透射 电镜 观察 结果 见 图 3。 图 3A 未 经 抗菌 肽 
处 理 的 U937 细胞 ， 细 胞 膜 和 细胞 器 结构 完整 ， 胞 质 内 线粒体 的 旺 清 晰 可 见 ， 核 被 膜 完 
整 。 图 3B 和 C， 抗 菌 肽 作用 24 h 后 ， 细 胞 之 间 连 接 紧 密 ， 细 胞 膜 缺 损 ， 细 胞 内 部 结构 
发 生 明 显 变化 ， 线 粒 体 肿胀 、 发 空 ， 旺 脱落 。 有 的 核 被 膜 局 部 溶解 。 图 3D 为 作用 36 b 
后 的 U937 细胞 ， 细 胞 膜 界限 模糊 ， 有 破损 ， 核 被 膜 溶 解 。 


3 讨论 


在 肿瘤 的 化 学 治疗 中 最 大 难题 是 化 学 药物 对 肿瘤 细胞 和 正常 细胞 《敌我 不 分 ”， 以 至 许 
多 药物 其 疗效 和 毒性 呈 明 显 的 正 相 关 ， 这 给 肿瘤 的 化 学 治疗 增加 了 很 大 的 难度 。 本 研究 结 
果 表 明 抗 菌 肽 只 杀 死 肿瘤 细胞 ， 而 对 正常 人 B 淋巴 细胞 无 不 良 影响 。 这 就 为 人 们 寻找 高 
效 低 毒 的 抗 癌 新 药 提 供 了 新 的 希望 。 

有 关 抗 菌 肽 抗菌 机 理 的 研究 已 比较 清楚 。 一 般 认为 抗菌 肪 首先 作用 于 细菌 的 细胞 膜 ， 
在 膜 上 形成 通道 ，K+、Ca”* 大 量 外 泄 ， 腊 电位 改变 ， 进 而 膜 结构 发 生变 化 ， 腊 破裂， 从 
而 导致 细菌 死亡 (Christensen, 1988; Kagan 等 1990; Alvarez-Bravo 等 ，1995)。 对 抗 
菌 肽 抗 肿瘤 机 理 还 知之 其 少 。 我 们 用 扫描 电镜 观察 到 抗菌 肽 作用 于 肿瘤 细胞 的 细胞 膜 ， 在 
膜 上 形成 许多 孔洞 ， 最 终 膜 完全 破损 导致 细胞 死亡 。 进 一 步 验证 了 膜 是 抗菌 肽 作用 的 首要 
目标 (Skerlavai 等 ，1990; Boman，1991; Hara，1995)。 用 透射 电镜 不 仅 观 察 到 细胞 
膜 的 破损 ， 还 进一步 观察 到 细胞 器 的 变化 ， 首 先是 线粒体 肿胀 ， 钳 消失 ， 出 现 空 泡 。 线 粒 
体 是 细胞 赖 以 生存 的 “动力 工厂 ”%” 抗菌 肽 破坏 线粒体 的 结构 ， 使 细胞 无 法 获得 能 量 ， 最 终 
细胞 死亡 ， 这 可 能 是 抗菌 肽 抗 癌 机 理 的 一 个 方面 。 其 次 是 细胞 核 的 核 被 膜 发 生变 化 ， 双 野 
膜 模糊 消失 ， 有 的 其 至 破损 。 说 明 抗 菌 肽 作用 于 细胞 膜 后 进一步 作用 于 细胞 的 内 膜 系统 ， 
这 可 能 是 抗菌 肽 作用 机 理 的 另 一 重要 方面 。 
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STUDY ON THE KILLING ACTION OF THE ANTIBACTERIAL 
PEPTIDES ON CANCER CELLS AND THEIR INFLUENCE 
ON THE ULTRASTRUCTURE 


Jia Hongwu Zhang Shuangquan Dai Zhuying 
(Department of Biology Nanjing Normal University 210097) 


Abstract 


The f-component of antibacterial peptide purified from the haemolymph of silkworm 
Bombyx mori. pupae induced by E. coli. can kill the cancer cells cultured in vitro selectively, 
but has no effect on the B-leukocytes of normal human. The ultrastructure of the U937 cells 
treated with the antibacterial peptides was observed with an the electron microscope. It was 
found that the cancer cells plasma (membrane and nuclear envelope were broken, 
mitochondrion was swollen and intracellular substances were leaked out, and the cells died 
soon. 
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